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摘要 : RNA 是 目前 最 有 可 能 应 用 于 害 忠 绿色 防 控 的 新 技术 。2017 年 6 月 ,美国 环境 署 (EPA) 批 准 
了 国际 上 第 一 例 表 达 昆 虫 双 链 RNA(dsRNA) 的 抗 虫 转基因 玉米 MON87411, 掀 起 了 利用 RNAi 技 
术 进 行 害虫 防治 研究 新 的 热潮 。 但 是 ,目前 RNA 在 害虫 防治 中 的 应 用 还 存在 一 些 问题 ,例如 有 效 
靶 标 基因 筛选 和 应 用 策略 , 鳞 翅 目 昆虫 对 RNAI 的 敏感 性 以 及 双 链 RNA 在 环境 中 的 稳定 性 等 等 。 
本 文系 统 总 结 了 RNA 干扰 现象 发 现 20 年 来 ,该 技术 在 害虫 防治 领域 的 研究 及 应 用 概况 ,并 对 
RNAi 技术 应 用 的 可 行 性 应 用 方法 存在 问题 和 目前 的 一 些 解决 办 法 进行 了 比较 详细 的 综述 。 通 
过 对 近期 研究 结果 的 综合 分 析 发 现 ,dsRNA 进入 某 些 鳞 翅 目 昆 虫 中 肠 或 血 淋 巴 后 ,被 相关 核酸 酶 
降解 可 能 是 其 RNAi 效率 较 低 的 首要 原因 。 通 过 对 dsRNA 进行 脂 质 体 修饰 ,纳米 粒子 包 埋 可 以 在 
一 定 程度 上 解决 dsRNA 降解 的 问题 ,进而 提高 RNAi 效率 。 
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Application of RNAi in insect pest management: important progress and 


problems 
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Abstract: RNAi is regarded as a green pest control strategy most likely to be applied in insect pest 
control. In June 2017, United States Environmental Protection Agency ( EPA) approved the first 
transgenic insect-resistant maize MON87411 expressing insect double-stranded RNA (dsRNA) in the 
world, and this brought a new upsurge of research of using RNAi technology in insect pest management. 
However, there are still some problems to be addressed in the application of RNAi technology in pest 
control, e. g., screening and application strategies of effective target genes, the sensitivity of lepidopteran 
insects to RNAi, the stability of dsRNA in environment, etc. In this article, we summarized the research 
and application of RNAi technology in relation to pest control over the past two decades. We also 
reviewed the feasibility, application methods, existing problems and some current solutions of RNAi 
technology. We found that the degradation of dsRNA in the midgut or hemolymph of some lepidopteran 
insects may be the primary reason of the low RNAi efficiency through a comprehensive analysis of recent 


research results. Through dsRNA modification or embedding by liposome or nanoparticle, it is possible to 
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solve the problem of dsRNA degradation to a certain extent, thus improving the RNAi efficiency. 
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RNA 干扰 (RNA interference, RNAi) 是 Fire 等 
AF 1998 年 发 现 的 ,他 们 在 秀丽 隐 杆 线虫 
Caenorhabditis elegans 中 证 明了 dsRNA 能 够 引起 基 
因 沉默 效果 ,并 将 这 种 现象 命名 为 RNAI (Fire et 
al., 1998), “4 dsRNA 进入 宿主 细胞 后 ,会 被 细胞 
内 的 核酸 内 切 酶 Dicer 剪 切 成 小 干扰 RNA 
(siRNA) ,siRNA 再 与 体内 一 些 酶 结合 形成 RNA 355 
导 的 沉默 复合 物 (RNA-induced silencing complex, 
RISC) ,随后 经 过 一 系列 作用 ,与 特定 mRNA 结合 ， 
并 引起 靶 标 基因 功能 沉默 (Tijsterman and Plasterk 
2004; fE THAR, 2017) 。 

RNAi 的 发 现 促进 了 昆虫 基因 功能 和 基因 调控 
方面 的 研究 ,尤其 是 对 非 模 式 昆 虫 基因 功能 的 研究 
发 挥 了 十 分 重大 的 推动 作用 。RNAi 能 够 简单 便捷 
地 降低 靶 标 基因 的 表达 ,并 且 不 会 完全 清除 目标 基 
因 的 信使 RNA ,因此 ,更 容易 根据 昆虫 表 型 变化 对 
目标 基因 进行 功能 分 析 ( Bernstein et al., 2001; 
Bartel, 2004) 。 

RNAi 除了 可 以 作为 昆虫 基因 功能 研究 的 重要 
技术 手段 外 ,也 是 目前 最 有 可 能 应 用 于 害虫 防治 的 
新 技术 。 目 前 害虫 防治 的 主要 手段 依旧 是 以 化 学 农 
药 为 主 , 由 于 其 持续 使 用 ,害虫 逐渐 产生 抗 性 。 昆 虫 
对 杀 虫 剂 产生 抗 药性 的 主要 方式 有 两 种 :昆虫 的 解 
毒 能 力 增强 以 及 对 杀 虫 剂 靶 标 位 点 的 敏感 性 降低 。 
利用 RNAi 技术 ,我 们 可 以 筛选 并 干扰 昆虫 抗 药性 
相关 的 关键 基因 ,解决 昆虫 对 杀 虫 剂 的 抗 药性 问题 
(Guan et al., 2017) 。 此 外 ,我 们 还 可 以 通过 RNA 
干扰 的 方式 ,筛选 可 以 作为 害 下 防治 的 靶 标 基因 下 
接应 用 于 害虫 防治 。 

近年 来 ,有 多 篇 综述 从 不 同 角度 对 RNAi 在 植 
物 抗 虫 及 害虫 防治 领域 的 研究 和 应 用 情况 进行 了 总 
结 ( Huvenne and Smagghe，2010; Zhang H et al., 
2013; Christiaens and Smagghe, 2014; Joga et al., 
2016; 冯 小 艳 和 张 树 珍 , 2017; Zhang J et al., 2017; 
Niu et al., 2018; Zotti et al., 2018 )。 其 中 ,Joga 等 
(2016) 总 结 了 影响 RNAi 机 理 的 因素 dsRNA 的 系 
统 性 及 可 用 于 dsRNA 传递 的 新 方法 等 ,并 对 提高 
RNAi 效率 的 方法 进行 了 介绍 ; Zhang 等 (2017 ) 总 
结 了 植物 介 导 的 RNAi 在 作物 保护 方面 的 巨大 应 用 
潜力 ,尤其 是 在 叶绿体 中 表达 dsRNA 的 一 些 特点 和 
优势 ; Zotti 等 (2018) 系统 而 简要 地 总 结 了 近 20 年 













































































来 RNAi 在 农业 病 虫 草 旺 及 线虫 防治 中 的 研究 及 应 
用 概况 。 本 文 对 近年 来 RNAi 在 害虫 防治 中 的 重要 
进展 ,存在 问题 及 目前 的 一 些 解 决 办 法 进行 了 系统 
的 总 结 ,期 望 为 利用 该 技术 进行 害虫 防治 和 基因 功 
能 研究 提供 参考 。 


1 RNAi 在 农业 害虫 防治 中 应 用 的 可 
行 性 分 析 及 研究 现状 


抑制 昆虫 生长 发 育 过 程 中 重要 基因 的 表达 ,可 
以 导致 昆虫 发 育 畸 形 甚 至 死亡 (Bettencourt et al., 
2002; Whitten et al., 2016) 。 根 据 RNAi 的 这 一 特 
性 ,启发 昆虫 学 工作 者 将 RNAi 技术 应 用 于 害虫 防 
治 的 探索 。 通 过 多 年 的 研究 ,已 经 对 RNAi 应 用 于 
害虫 防治 的 可 行 性 \ 应 用 方式 存在 问题 等 进行 了 大 
量 的 探索 ,取得 一 些 重 要 进展 。 
1.1 RNAi 应 用 于 害虫 防治 的 可 行 性 探索 

RNAi 技术 出 现 后 ,很 多 研究 组 开始 将 其 应 用 于 
害虫 防治 的 研究 。Bettencourt 等 (2002 ) 最 早 将 该 技 
术 应 用 于 鳞 翅 目 昆 虫 的 研究 ,在 惜 十 比 天 乍 蛾 
Hyalophora cecropia 的 肾 期 注射 抑制 血细胞 凝集 素 
基因 Hemolin 的 dsRNA ,导致 下 一 代 胚 胎 畸 形 和 死 
亡 。 此 后 ,昆虫 学 研究 人 员 一 直 在 利用 RNAi 技术 
在 不 同 种 类 的 昆虫 中 进行 尝试 ,并 取得 了 一 些 有 价 
值 的 证 据 ( 请 参见 其 他 综述 Zhang et al., 2017; Niu 
et al., 2018; Zotti et al., 2018) 。 最 新 的 研究 表明 , 
通过 RNAi 的 方式 降低 灰 飞 乱 Laodelphax striatellus 
节律 行为 相关 tim SEY Peak det, FB KAUR H 
恒 夜 节律 紊乱 (Jiang et al., 2018), Santos-Ortega 和 
Killiny (2018 ) XXE AS HL Diaphorina citri je HH 7K ft 
酶 同系 物 基因 DeSuh 进行 了 鉴定 并 通过 RNAi 技术 
对 其 功能 进行 分 析 。 他 们 分 别 将 不 同 剂量 的 
dsDcSuh 注射 到 木 虱 体内 , 结果 发 现 100 ng 的 
dsRNA 就 能 引起 木 乱 幼虫 死亡 ,在 dsRNA 处 理 后 的 
幼虫 体内 检测 到 蔗糖 水 解 酶 活性 降低 ,而 成 虫 则 出 
现 了 腹水 症 的 现象 。Deng 等 (2018 ) 合成 了 胰岛 素 
受 体 基 Ldchico 的 dsRNA, 15 = 4$ Œ Solanum 
tuberosum 叶片 在 dsRNA il PEA ds] e 47] Ha, Ae 
现 幼虫 体内 Ldchico 基因 表达 量 下 降 的 同时 ,还 出 现 
了 生长 发 育 迟 缓 的 现象 。Ellango 等 (2018 ) 检测 了 
小 菜 蛾 Plutella xylostella W A Bg X 4k HE ( tyrosine 
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hydroxylase, TH) 基因 作为 RNAi 靶 基 因 的 潜力 。 他 
们 将 dsRNA 涂抹 到 卷心菜 Brassica oleracea 叶片 上 ， 
让 小 全 蛾 幼虫 取 食 。 结 果 发 现 , 取 食 dsRNA 后 , 幼 
虫 体内 靶 标 基因 转录 水 平 明显 降低 ,幼虫 死亡 率 大 
大 提高 。 


这 些 最 新 的 研究 结果 均 表明 ,抑制 昆虫 生长 发 














E Aeg ME t f] EE 41 rh, 4 HAE 5 pie 35% ~56% 的 死 
亡 率 。 这 些 人 研究 充分 说 明 , 利用 植物 表达 昆虫 
dsRNA 的 方法 可 以 用 于 害虫 防治 。 值 得 注意 的 是 ， 
国际 上 第 一 例 玉米 表达 昆虫 dsRNA 的 转基因 玉米 
MON87411 已 经 于 2017 年 6 月 获得 了 美国 环境 署 
(EPA) 的 种 植 许可 ,这 将 是 一 个 具有 里 程 碑 意义 的 





育 过 程 中 重要 基因 的 表达 ,可 以 引起 昆虫 生长 发 育 
障碍 或 者 死亡 ,说 明 RNAi 能 够 作为 新 型 防治 方法 
应 用 于 害虫 防治 。 

1.2 RNAi 在 害虫 防治 中 的 应 用 方法 简便 易 行 
RNAi 技术 在 害虫 防治 中 的 应 用 方法 简单 、 便 
捷 。 通 过 10 多 年 的 探索 基本 达成 一 种 共识 , 将 
RNAi 技术 应 用 于 害虫 防治 的 可 行 性 方法 可 归纳 为 
两 种 :一 是 以 昆虫 取 食 为 基础 的 植物 转基因 技术 ;二 
是 以 浸泡 为 依据 ,以 研制 dsRNA 杀 虫 剂 为 目标 的 喷 
酒 技术 。 这 两 种 方法 各 有 利 次 。 

通过 构建 dsRNA 的 转基因 植株 能 够 持续 表达 
针对 靶 标 基因 的 dsRNA ,可 以 在 一 定 程度 上 抑制 靶 
标 昆 虫 的 取 食 。Mao 等 (2007 ) 将 表达 P450 基因 
(CYP6AE14) dsRNA 的 拟 南 芥 Arabidopsis thaliana 
和 烟草 Nicotiana tabacum 饲 喂 棉铃 虫 Helicoverpa 
armigera ,该 基因 的 表达 被 显著 降低 ,而 且 棉 铃 虫 对 
棉 酚 的 耐 受 性 大 大 减弱 ,导致 棉铃 虫 发 育 延 迟 ; 同 
时 ,Baum 等 (2007 ) 的 研究 也 表明 ,玉米 根 鼻 叶 甲 
Diabrotica virgifera virgifera 在 取 食 了 表达 V-ATPase 
基因 dsRNA 的 转基因 玉米 后 ,幼虫 发 育 受阻 或 死 
亡 。 这 两 项 研究 被 认为 是 RNAi 技术 在 害虫 防治 领 
域 中 开创 性 的 工作 ,为 dsRNA 转基因 植物 替代 Bt 
转基因 植物 提供 了 可 能 。 但 是 ,由 于 植物 体内 存在 
能 够 剪 切 降解 dsRNA 的 Dicer 酶 及 核酸 酶 等 ,会 在 
一 定 程 度 上 影响 RNAi 效率 。 

2015 年 的 一 项 研究 结果 表明 ,利用 叶绿体 表达 
昆虫 的 dsRNA, 可 以 避免 dsRNA 被 植物 本 身 的 
Dicer 剪 切 ,而 且 这 些 dsRNA 可 以 直接 被 昆虫 取 食 ， 
从 而 提高 杀 虫 效果 (Zhang et al., 2015) 。 该 研究 结 
果 为 利用 植物 介 导 的 RNAi 进行 害虫 防治 提供 了 新 
的 技术 和 方向 。Khan 等 (2017 ) 用 表达 了 扶桑 绵 粉 
wy Phenacoccus solenopsis PsBur 和 PsV-ATPase 基因 
dsRNA AYR 55 fi] MS An 9) T , 2 AR AC BL, UE A E 
基因 烟草 的 幼虫 生长 发 育 迟 组 并 且 存 活 率 都 有 所 下 
KE, Yoon 等 (2018b ) 在 烟草 中 表达 二 斑 叶 螨 
Tetranychus urticae 不 同 基因 的 dsRNA ,用 叶 盘 饲 喂 
的 方法 分 析 不 同 基因 的 RNAi 效率 。 他 们 分 别 用 表 
达 保 幼 激素 、 暗 皮 激 素 、 甲 基 转 移 酶 等 基因 dsRNA 




























































































重要 事件 ,有 可 能 开辟 了 将 RNAi 技术 应 用 于 害虫 
防治 的 新 时 代 (Zotti et al., 2018) 。 

但 是 ,已 有 的 研究 结果 表明 , 适 于 植物 转基因 的 
昆虫 靶 标 基因 仅 限 于 昆虫 中 肠 的 靶 点 。 昆 虫 通过 取 
食 转基因 植株 ,摄取 植物 中 表达 的 dsRNA, JA ifii Xt 
其 生长 发 育 造 成 影响 ,这些 dsRNA 需要 经 过 中 肠 作 
用 。 非 中 肠 表达 的 基因 ,能 否 经 受 昆虫 的 消化 过 程 
进入 特定 组 织 中 发 挥 作用 还 需要 进一步 证 明 。 

喷洒 的 方法 更 为 简便 、 快 捷 , 能 够 针对 不 同 害 
虫 不同 的 发 育 时 期 设计 特定 的 dsRNA ,而 且 也 能 
够 同时 以 多 个 基因 为 靶 标 , 混合 应 用 或 者 交替 应 用 
提高 基因 干扰 和 致死 效率 。 但 是 ,这 种 方法 也 有 很 
多 需要 解决 的 问题 ,例如 dsRNA 的 渗透 效率 、 
dsRNA 在 环境 中 的 存在 时 间 等 问题 (Joga et al., 
2016). 。 因 此 ,如 何在 数量 庞大 的 昆虫 基因 组 中 选 
取 有 效 的 靶 标 基因 ,这 些 靶 标 基 因 的 dsRNA 如 何 进 
入 机 体 到 达 靶 点 并 发 挥 最 大 效率 ,不 同 靶 标 基 因 在 
害虫 防治 中 的 作用 机 理 以 及 生物 安全 性 等 一 系列 问 
题 都 关系 到 该 技术 能 否 成 功 应 用 于 害虫 防治 。 

此 外 ,Hunter 等 (2012 ) 提出 了 一 种 高 度 特 异性 
的 依赖 植物 自身 传递 dsRNA 的 害虫 防治 策略 
(HiSPeC) 。 他 们 分 别 通过 根 浸 泡 以 及 树干 注射 的 
方式 使 柑橘 和 葡萄 的 树苗 吸收 dsRNA ,处 理 7 周 后 
在 树苗 内 仍 能 检测 到 dsRNA。 而 且 取 食 了 植物 的 
木屋 和 叶 暗 体内 也 能 检测 到 dsRNA 的 存在 。 他 们 
的 工作 是 第 一 次 在 实际 农业 生产 上 对 dsRNA 的 递 
送 方式 和 稳定 性 进行 研究 。Li 等 (2015 ) 通过 根 浸 
泡 的 方式 在 水 稻 和 玉米 植株 内 观察 到 了 dsRNA WK 
收 的 现象 ,将 吸收 dsRNA 的 植株 分 别 饲 喂 飞 乱 和 玉 
米 旦 ,都 观察 到 了 幼虫 死亡 率 增高 的 现象 。 说 明 通 
过 根 吸收 dsRNA 的 方式 可 以 作为 一 种 害虫 防治 的 
策略 。Dalakouras 等 (2018 ) 发 现在 葡萄 苗 中 可 以 通 
过 树干 注射 以 及 叶柄 吸收 的 方式 将 dsRNA 输送 到 
植物 体内 ,在 树干 处 通过 外 孔 的 方式 将 siRNA 注射 
到 植物 体内 ,1 d 后 就 能 在 顶端 叶片 里 检测 到 siRNA 
的 存在 ,而 通过 叶柄 吸收 的 方式 ,处 理 10 d 后 顶端 
叶片 部 位 能 检测 到 siRNA 的 存在 ,说 明 植物 能 够 利 
用 这 种 方式 有 效 吸 收 siRNA 并 将 其 运送 到 其 他 
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部 位 。 也 观察 到 了 pRNAi 现象 。 他 们 利用 植物 介 导 的 


上 述 研究 结果 让 我 们 看 到 了 在 大 规模 农业 害虫 
防治 中 应 用 RNAi 方法 的 可 能 性 。 我 们 可 以 考虑 通 
过 灌溉 或 喷洒 的 方式 使 植物 吸收 dsRNA 并 将 其 传 
弟 到 全 身 各 处 来 应 对 昆虫 取 食 。 尽 管 通过 植物 吸收 
和 传递 dsRNA 目前 已 经 被 证 明 是 确实 可 行 的 ,但 将 
其 应 用 在 农业 生产 上 之 前 我 们 还 有 很 多 问题 需要 考 
虑 。 该 方式 需要 大 量 的 dsRNA ,直接 通过 体外 合成 
dsRNA 会 使 成 本 大 大 增加 ,我们 需要 找到 一 个 能 降 
低 成 本 的 dsRNA 生产 方式 。Whitten 等 (2016) 在 长 
红 猜 晴 Rhodnius prolixus 的 共生 菌 中 表达 针对 靶 标 
基因 Nitrophorin 的 dsRNA ( dsNP) ,改造 后 的 共生 茵 
感染 猎 晴 后 会 与 正常 的 共生 菌 竞 争 ,在 宿主 体内 引 
起 系统 性 的 靶 标 基因 下 调 表 型 。 他 们 已 经 用 这 种 方 
式 在 两 种 不 同 种 的 昆虫 上 实现 了 RNAi 效果 ,这 样 
的 方式 对 于 非 模式 昆虫 的 RNAi 具有 重要 的 借鉴 意 
义 。 通 过 酵母 发 酵 生 成 大 量 dsRNA 也 可 以 作为 一 
种 dsRNA 的 传递 系统 进行 RNA 干扰 ( Murphy et al., 
2016) 。 这 种 利用 微生物 表达 dsRNA 的 方法 ,可 以 
作为 生物 制剂 ,直接 喷洒 在 植物 叶片 上 来 防治 害虫 ， 
为 利用 该 技术 进行 害虫 防治 提供 了 一 个 新 思路 。 
1.3 RNAi 在 昆虫 世代 间 传 递 及 其 潜在 应 用 价值 

用 dsRNA 处 理 昆 虫 后 ,能 够 在 一 定时 间 内 检测 
到 相应 的 RNAi 效果 。 除 此 之 外 ,研究 人 员 还 发 现 : 
在 特定 时 期 对 昆虫 发 育 的 关键 基因 进行 RNAi 处 
理 , 可 以 将 干扰 效应 传递 到 下 一 代 , 并 产生 类 似 系统 
性 的 影响 ,研究 者 将 这 种 在 dsRNA 处 理 过 的 生物 体 
后 代 中 观察 到 的 靶 标 基因 沉默 现象 称 为 亲 代 RNAi 
( parental RNAi, pRNAi) 。 

对 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum WE R TESI Te’ 
DIL 和 mxp 基因 的 dsRNA 片段 ,发 现 能 导致 下 一 代 
胚胎 中 对 应 基因 的 沉默 ,并 在 幼虫 发 育 过 程 中 导致 
足 的 退化 (Bucher et al., 2002) ,这 是 首次 发 现 亲 代 
RNAi WA. EH Hj YE 2E $8 H (Paim et al., 2013; 
Coleman et al., 2015 ) A # #8 H Eb E (Shukla and 
Palli, 2014; Khajuria et al., 2015; Fishilevich et al., 
20162) 中 都 观察 到 了 pRNAi 效应 。 

早 在 2004 年 ,Liu 和 Kaufman 就 利用 pRNAi 技 
术 通 过 注射 dsRNA 进入 雌 成 虫 体内 , 研究 
Hunchback 基因 在 乳 草 长 棒 Oncopeltus fasciatus 生长 
发 育 过 程 中 的 作用 ,并 得 到 相应 的 结果 ( Liu and 
Kaufman, 2004) 。 大 多 数 情 况 下 ,pRNAi 的 应 用 是 
通过 注射 的 方式 进行 的 ,但 是 ,Coleman 等 (2015 ) 在 
桃 蚜 Myzus persicae 中 通过 口服 和 植物 转基因 技术 













































































































































































RNAi 技术 研究 蚜虫 的 基因 功能 ,用 表达 dsRNA 的 
转基因 拟 南 芥 饲 喂 蚜虫 ,发现 将 蚜虫 从 转基因 拟 南 
芥 上 移 除 之 后 ,dsRNA 对 蚜虫 基因 的 干扰 效果 能 够 
维持 6 d 之 久 。 在 取 食 转基因 拟 南 芥 的 蚜虫 产生 的 
后 代 中 ,目标 基因 表达 量 下 调 的 表 型 能 够 持续 12 d, 
同时 ,后 代 蚜 虫 的 繁殖 率 也 下 降 了 40% ~ 60% 。 他 
们 的 研究 表明 ,RNAi 效应 是 有 可 能 传递 到 下 一 代 昆 
虫 体内 ,并 能 发 挥 一 定 的 害虫 控制 作用 。 

TERRA H EG Ha E ACER i FHT FA, pRNAG 反应 也 
Cz SITE HA, FER AR ug np rpog py SE Dl 
Hunchback( hb) 和 brahma (brm) 5M la AR BAK, 
Khajuria 等 (2015 ) 分 别 合成 了 brm All hb 的 dsRNA, 
将 dsRNA 饲 喂 给 玉米 根 俐 叶 甲 雌性 成 虫 ,dsRNA fra] 
WS SRBC HE hb 和 brm 转录 水 平 明 显 降低 。 虽 然 产 
卵 量 没有 受到 明显 的 影响 ,但 取 食 dsRNA 后 的 成 虫 
所 产 的 卯 几乎 全 部 没有 孵化 。 这 些 结 果 证 实 了 
RNAi 在 玉米 根 萤 叶 甲 中 具有 系统 性 ,能 够 以 跨 代 的 
方式 将 dsRNA 传递 到 下 一 代 。 基 于 这 些 结果 ， 
pRNAi 被 认为 是 一 种 潜在 的 根 虫 防治 方法 。 随 后 ， 
Fishilevich 4& ( 2016b ) XJ E X 4R E np FB. rp E ng 
pRNAi 效应 的 因素 进行 了 研究 ,发 现 dsRNA 的 浓度 
及 饲 喂 持续 时 间 都 会 影响 pRNA 效率 。 他 们 的 结 
果 为 pRNAi 技术 在 害虫 防治 和 耐 药 性 治理 方面 的 
应 用 提供 了 一 个 有 效 的 策略 :可 以 利用 同时 表达 
dsRNA 和 Bt 蛋白 的 转基因 植物 来 降低 昆虫 产生 抗 
性 的 风险 。 然 而 ,目前 尚 不 清楚 植物 表达 的 dsRNA 
是 否 可 以 通过 pRNAi 的 方式 对 下 一 代 幼 虫 进行 有 
效 控制 。 

RNAi 在 不 同 物种 昆虫 中 的 世代 传递 现象 , 对 
RNAi 在 害虫 防治 中 的 研究 和 应 用 具有 重要 的 借鉴 
意义 ,也 进一步 证 明了 RNAi 技术 在 害虫 防治 中 应 
用 的 可 行 性 。 


2 RNAi 应 用 于 害虫 防治 需要 注意 的 
关键 问题 


RNAi 具有 很 好 的 种 属 和 序列 特异 性 ,能 够 实现 
对 某 种 害虫 的 种 类 专 一 性 防治 ,通过 RNAI 的 方式 
对 害虫 进行 防治 目前 已 经 取得 了 很 大 的 进展 (Joga 
et al., 2016; Guan et al., 2017; Mamta and Rajam, 
2017) 。 但 是 , 近 20 来 年 的 研究 结果 表明 , RNA F 
扰 的 效率 很 容易 受到 多 种 因素 的 影响 ,是 目前 最 受 
关注 的 问题 。 下 面 着 重 介绍 一 下 靶 标 基因 选择 . 昆 
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虫 中 肠 核 酸 酶 以 及 不 同 昆虫 dsRNA 剪 切 方式 对 
RNAi 效率 的 影响 。 
2.1. 靶 标 基因 选择 对 RNAI 效率 的 影响 

在 诸多 影响 RNAi 效率 的 因素 中 , 靶 标 基因 得 
选 起 着 至 关 重 要 的 作用 ,这 方面 目前 已 经 有 很 多 人 
进行 了 研究 。Whyard 等 (2009 ) 的 研究 表明 ,用 每 种 
昆虫 特异 的 V-A7TPase 基因 的 dsRNA 分 别 饲 喂 黑 腹 
Whe Drosophila melanogaster, Jj W, R x. E x Mp 
Acyrthosiphon pisum 和 烟草 天 蛾 Manduca sexta 并 不 
能 导致 这 几 种 昆虫 普 裔 死亡 。Terenius 等 (2011 ) 对 
SH H ERP RNAi 应 用 情况 进行 了 综述 。 通 过 对 
大 量 已 发 表 和 未 发 表 的 实验 数据 进行 分 析 , 他们 发 
现在 多 种 鳞 翅 目 昆 虫 中 ,天 和 蛋 蛾 科 昆 虫 的 RNA 效 
率 相对 较 高 ; 相 比 于 表皮 表达 的 基因 来 讲 ,昆虫 免疫 
相关 基因 具有 更 好 的 RNA 干扰 效果 。 他 们 分 析 了 
130 个 基因 的 RNAI 效果 ,发 现 只 有 3896 的 基因 对 
靶 标 基因 具有 较 好 的 沉默 效果 ,48% 的 基因 几乎 没 
有 沉默 效果 或 效果 很 微弱 。 上 述 研究 结果 说 明 不 同 
昆虫 的 不 同 基因 其 RNA 效率 存在 非常 显著 的 差 
异 ,这 也 给 我 们 筛选 有 效 的 RNAi 靶 标 基因 增加 了 
难度 。 

我 们 在 研究 过 程 中 还 发 现 ,有 些 基因 不 仪 不 能 
被 其 dsRNA 抑制 ,在 短 时 间 内 甚至 还 会 被 dsRNA 
诱导 上 调 表达 ,尤其 是 一 些 免 疫 相 关 基 因 。 因 此 ,我 
们 猜想 一 些 参与 昆虫 免疫 或 应 激 反 应 的 基因 , 当 外 
源 的 dsRNA 进入 其 体内 后 ,因应 激 反应 被 诱导 的 上 
调 表达 会 抵消 其 基因 干扰 效果 (Cuan et al., 
2018c) 。 这 一 发 现 从 一 个 侧面 说 明基 因 本 号 对 
RNAi 的 效率 有 很 大 影响 。 

2.2 昆虫 种 类 对 RNAi 效率 的 影响 

昆虫 种 类 也 是 影响 RNAi 效率 的 一 个 关键 因 
素 ,一 些 研 究 结果 显示 ,鞘翅 目 昆 虫 的 RNAi 效率 比 
较 高 ,而 针对 蛾 类 和 蝶 类 等 鳞 怒 目 昆 虫 的 RNAi 效 
果 都 不 太 理 想 (Zhu et al., 2011; Scott et al., 2013; 
Palli, 2014)。 研 究 人 员 对 鞘翅 目 和 鳞 翅 目 昆 虫 间 
的 RNAi 效率 差异 进行 了 很 多 研究 ,目前 认为 影响 
EH ABE HR RNAi 效率 的 可 能 原因 有 以 下 几 种 : 
dsRNA 被 细胞 吸收 的 效率 较 低 , dsRNA 被 降解 ， 
RNAi 关键 蛋白 表达 量 低 , 以 及 存在 特殊 的 RNAi 通 
路 相关 基因 等 等 。 

Kobayashi 等 (2012 ) 发 现 鳞 翅 目 昆 虫 的 细胞 对 
dsRNA 的 吸收 效率 低 于 鞘翅 目 昆 贝 。 昆 虫 吸 收 
dsRNA 主要 通过 两 种 途径 :Sid-l 蛋白 通路 和 内 香 途 
径 。 多 数 种 类 的 昆虫 只 含有 一 个 Sid-1 类 似 基因 ， 















































































































































而 在 儿 种 峭 怒 目 昆虫 基因 组 中 却 存 在 2 个 甚至 3 个 
Sid-1 类 似 基因 (Miyata et al., 2014; Cappelle et al., 
2016), Sid-1 蛋白 的 存在 可 能 是 导致 缚 翅 日 昆虫 对 
dsRNA 吸收 效率 高 的 原因 。Shukla 等 (2016 ) 发 现 
鳞 翅 目 昆 虫 细 胞 能 够 对 dsRNA 进行 有 效 的 吸收 ,但 
提取 细胞 总 RNA 后 却 检测 不 到 相应 的 siRNA 片段 ; 
他 们 又 进一步 通过 实验 发 现 , dsRNA FEBER E] EG rh 
体内 被 降解 的 速率 显著 高 于 鞘翅 目 昆 虫 。 

已 有 的 研究 表明 ,大 部 分 的 dsRNA 进入 昆虫 体 
内 后 会 首先 被 血 淋 巴 或 者 中 肠 中 存在 的 核酸 酶 降 
解 ,使 其 不 能 进入 RNAI 途径 发 挥 沉默 靶 标 基因 的 
功能 。 这 类 核酸 酶 的 存在 被 认为 是 影响 RNAi 效率 
的 关键 (Wang et al., 2016) 。 

线虫 中 编码 3' -5' 核 酸 外 切 酶 的 基因 Eri-l R 
变 后 ,线虫 对 RNAi 的 敏感 性 增强 ( Kennedy et al., 
2004), Spit 4 (2017) TE Hy 45 & FH E Leptinotarsa 
decemlineata 中 发 现 了 两 个 只 在 中 肠 特异 表达 的 核 
酸 酶 基因 ,核酸 酶 功能 缺失 的 马铃薯 甲虫 对 dsRNA 
更 为 敏感 。Song 等 (2018 ) 鉴定 到 两 个 在 东亚 飞 蝗 
Locusta migratoria 血 淋 巴 中 高 表达 的 dsRNA 核酸 酶 
基因 LmdsRNase 1 和 LmdsRNase 4, 体 外 表达 的 
LmdsRNase 1 $E We TE pH 5 WH 境 下 高 效 降 解 
dsRNA, Æ X w g E OE Y E KIE Osturina 
furnaculis HWER vp EM Y — 4 DUCEJLRR $38) H Eb 
虫 特异 表达 的 核酸 酶 基因 REase, 4 dsRNA 进入 玉 
米 蜡 体 内 后 该 酶 被 大 量 诱导 ,抑制 该 基因 的 表达 , 玉 
米 蜡 体 内 能 够 富 集 更 多 的 small RNA ,进而 产生 更 
高 效 的 RNAi 效应 ( Guan et al., 2018b) 。 我 们 推测 
这 可 能 是 导致 某 些 鳞 翅 目 昆虫 RNAi 效率 较 低 的 一 
个 重要 原因 。 因 此 ,提前 或 同时 抑制 这 些 核酸 降解 
酶 的 表达 ,可 能 是 提高 鳞 运 目 昆 虫 RNAI 效率 的 一 
种 方法 。 

除 此 之 外 ,在 鞘翅 目 昆 虫 中 也 发 现 了 一 类 特异 
的 蛋白 StaufenC , Fc [n] JS AE DS] R f 853388. H Eb rn rfe 
TE, X} dsRNA 不 敏感 的 马 铃 车 甲虫 细胞 中 ， 
StaufenC 基因 表达 量 较 低 ,同时 ,抑制 该 基因 在 细胞 
中 的 表达 量 也 会 导致 马 铃 蓝 甲 虫 细 胞 系 对 RNAi 产 
生 抗 性 。 在 马 铃 昔 甲虫 幼虫 中 先 注 射 dsStaufenC 降 
低 该 基因 的 表达 量 ,dsGFP 在 幼虫 体内 不 能 被 剪 切 
产生 siRNA。 该 研究 结果 证 明 畏 起 目 昆虫 特异 的 
StaufenC 基因 参与 了 dsRNA 的 剪 切 过 程 , 这 可 能 是 
鞘翅 目 昆虫 相 较 于 鳞 翅 目 昆 虫 RNAi 效率 更 高 的 原 
因 之 一 (Yoon et al., 2018a) 。 

综 上 所 述 ,影响 昆虫 RNAi 效率 的 因素 不 是 单 
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一 的 ,对 不 同 的 因素 进行 分 析 可 以 指导 我 们 设计 合 
理 的 实验 方案 ,实现 更 好 的 RNAi 效果 。 
2.3 dsRNA 在 不 同 昆虫 中 的 剪 切 方式 

dsRNA 进入 细胞 后 ,首先 被 Dicer 剪 切 成 
siRNA „siRNA 识别 特异 的 基因 位 点 ,结合 并 阻 遏 基 
因 的 转录 表达 ,最 终 实现 对 靶 标 基因 的 沉默 作用 
( Starega-Roslan et al., 2015) , 因此, dsRNA 被 有 效 
识别 并 剪 切 是 影响 RNAi 效率 的 关键 因素 。 但 是 我 
们 对 于 Dicer 是 如 何 识别 dsRNA 并 剪 切 产生 特定 长 
度 的 siRNA 这 一 过 程 的 分 子 机 制 并 不 清楚 。 

Dicer 是 一 个 高 度 保 守 的 ATP 依赖 的 核酸 内 切 
酶 ,属于 RNase 亚 家 族 。 典 型 的 Dicer 和 蛋白 一 般 包 含 
几 个 保守 的 结构 域 :一 个 N 末端 螺旋 结构 ,DUF283， 
PAZ 结构 ,两 个 RNase 亚 结构 域 和 一 个 双 链 RNA 结 
合 结 构 域 (dsRNA binding domain, dsRBD ) 
(Hoehener et al., 2018; Sinha et al., 2018; Zhu et 
al., 2018) , HARA Dicer 蛋白 缺少 某 些 结构 域 ， 
比如 鞭毛 虫 的 Dicer 酶 就 只 包含 PAZ 和 RNase 亚 结 
构 域 (MacRae et al., 2006) 。 

目前 已 经 发 现 PAZ 和 dsRBD 结构 域 是 Dicer 
蛋白 识别 和 结合 dsRNA 底 物 的 功能 区 域 (Anand 
and Sanjeev, 2016; Alagia et al., 2018; Suarez et al., 
2018) , Dicer 的 两 个 RNase 亚 结构 域 以 分 子 内 二 聚 
体 的 形式 形成 一 个 剪 切 dsRNA 的 活性 位 点 (Zhang 
et al., 2004; Aguado and tenOever, 2018) 。 许 多 已 
知 的 核糖 核酸 内 切 酶 会 根据 剪 切 位 点 附近 的 一 个 或 
几 个 特定 的 核 苷 酸 碱 基 选 择 它 们 的 剪 切 底 物 。 

2015 年 ,研究 人 员 在 枯草 芽孢 杆菌 Bacillus 
subtilis 中 找到 了 能 够 对 dsRNA 进行 序列 特异 性 剪 
切 的 核糖 核酸 酶 Mini Il. ( BsMini I), BsMini W 以 
二 聚 体 的 形式 发 挥 活性 ,但 剪 切 产物 并 不 是 完全 对 
称 的 结构 , BsMini 亚 二 聚 体 更 倾向 于 在 ACCU/ 
AGGU 的 位 置 对 dsRNA 进行 剪 切 ( Glow et al., 
2015), Glow 等 (2016 ) 对 8 个 不 同 细菌 来 源 的 
Mini- 亚 家 族 的 核糖 核酸 酶 的 剪 切 序 列 特异 性 进行 
了 分 析 。 他 们 发 现 ,这 些 核 糖 核酸 酶 与 底 物 的 结合 
力 的 强 弱 对 其 剪 切 作用 的 影响 不 大 ,不 同 的 选择 性 
剪 切 主 要 是 由 剪 切 步骤 所 决定 的 。 最 近 的 一 项 研究 
结果 表明 ,在 草 履 虫 Paramecium 中 ,通过 体外 测试 
证 明 3 个 Dicer-like 酶 均 具 有 明显 的 序列 偏好 性 
( Hoehener et al., 2018 ) 。 

本 研究 团队 利用 小 RNA 测序 技术 ,将 同样 序列 
的 dsGFP 注射 到 两 类 昆虫 体内 ,经 小 RNA 测序 及 
其 前 切 位 点 的 分 析 , 发 现 鳞 翅 上 日 昆虫 在 dsRNA 加 工 
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ife Pay 89 s PED E GGU; TE Jy eH HE EG R 
的 代表 ,在 赤 拟 谷 盗 中 没有 发 现 同样 的 规律 , 相 
反 , 其 对 dsRNA 的 剪 切 偏好 性 位 点 更 加 多 变 ( Guan 
et al., 2018a) , TE $8538 H Æ HE H , dsRNA BARS 
85 83 0] fd SF PE GE A, 3x n] BÉ E Se A A E] BL Hh 
RNAi 效率 明显 高 于 鳞 翅 目 昆 虫 的 原因 之 一 ,也 可 
能 是 导致 不 同 物 种 昆虫 RNAi 效率 多 样 性 的 原因 
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3 提高 RNAi 效率 的 有 效 方法 


第 选 到 合适 的 训 标 基因 ,并 且 能 够 产生 高 效 的 
RNAi 效应 ,是 RNAi 技术 能 和 否 应 用 于 害虫 防治 的 关 
键 。 但 是 ,不 管 以 何 种 方式 使 dsRNA 进入 昆虫 体 
内 ,在 其 被 细胞 有 效 吸 收 之 前 , dsRNA 一 直 处 于 昆 
虫 的 血 淋 巴 或 肠 腔 液 中 ,很 容易 被 各 种 酶 消化 降解 ， 
尤其 是 对 于 RNAi 效率 较 低 的 鳞 翅 目 昆 虫 来 说 更 是 
如 此 (Garbutt et al., 2013; Lim et al., 2016; Mamta 
et al., 2017; Peng et al., 2018)。 因 此 ,提高 dsRNA 
进入 昆虫 体内 之 后 的 稳定 性 ,可 能 有 助 于 提高 对 
dsRNA 不 敏感 昆虫 的 RNAi 效率 。 目 前 这 方面 的 研 
究 主要 集中 在 以 脂 质 体 或 纳米 粒子 对 dsRNA 进行 
包 于 以 保护 其 不 被 消化 系统 内 的 各 种 酶 降解 (Joga 
et al., 2016) , 

3.1 脂 质 体 修饰 

化 学 合成 的 脂 质 体 是 目前 应 用 比较 广泛 的 
dsRNA 递送 系统 。 对 德国 小 丹 Blattella germanica 
注射 dsRNA 很 容易 产生 RNAi 效应 ,但 是 饲 喂 
dsRNA 却 不 容易 实现 RNAi 效果 。Lin 等 (2016 ) 发 
现 用 脂 质 体 包 被 dsRNA 能 够 促进 细胞 对 dsRNA 的 
吸收 ,并 且 靶 标 基 因 a-tubulin 的 下 调 能 够 引起 德国 
INIR 100% 的 死亡 率 。Huang 等 (2018 ) 用 脂 质 体 包 
被 dsRNA 的 方法 ,发 现 只 需要 少量 dsRNA 就 能 在 
德国 小 蚁 体内 实现 对 靶 标 基因 的 沉默 效果 。Taning 
等 (2016 ) ERRE Drosophila suzukii 中 利用 脂 质 
体 实现 了 靶 标 基因 沉默 的 效果 。 他 们 分 别 合成 了 3 
个 基因 的 dsRNA, 直接 将 dsRNA 添加 在 饲料 里 饲 
WS , 均 不 能 在 斑 示 果 蝇 体内 检测 到 靶 标 基因 的 沉默 
当 把 dsRNA 与 脂 质 体 一 起 添加 到 饲料 里 饲 喂 的 情 
况 下 ,能 检测 到 明显 的 靶 标 基因 沉默 ,同时 果 晶 出现 
了 致死 的 表 型 。 这 说 明 通 过 脂 质 体 修饰 后 的 
dsRNA 具有 和 较 高 的 稳定 性 ,能 够 减缓 dsRNA 被 核酸 
酶 降解 的 过 程 。 除 此 之 外 ,由 于 脂 质 体 与 细胞 磷脂 
结构 的 生物 相 容 性 ,以 脂 质 体 对 dsRNA 进行 包 被 能 
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够 提高 细胞 对 dsRNA 的 吸收 效率 ,因此 ,用 脂 质 体 
作为 载体 来 递送 dsRNA 是 一 种 有 效 提 高 昆虫 RNAi 
效率 的 可 行 方 案 (Wu et al., 2009) 。 
3.2 纳米 粒子 包 被 

纳米 粒子 是 一 种 便于 进行 表面 修饰 且 对 环境 安 
全 的 多 聚 体 颗粒 ,以 纳米 粒子 携带 dsRNA 分 子 进入 
昆虫 体内 ,可 以 显著 地 提高 昆虫 取 食 dsRNA 后 的 基 
因 沉默 效果 。 在 昆虫 中 首次 发 现 纳米 粒子 能 够 提高 
RNAi 效率 的 实验 是 在 冈比亚 按 蚊 Anopheles gambiae 
中 进行 的 。Zhang 等 (2010 ) HERM L RAMTE 
BEY dsRNA 饲 喂 冈比亚 按 蚊 ,发 现 能 够 有 效 地 沉默 
靶 标 基因 的 表达 。He (2014) 发 现 了 一 种 能 够 作 
为 基因 载体 携带 dsRNA 进入 细胞 的 荧光 纳米 粒子 ， 
该 纳米 粒子 对 细胞 无 毒性 ,并 且 具 有 较 高 的 转 染 效 
率 。 他 们 将 携带 发 光 基 团 的 纳米 粒子 和 CHTIO 
dsRNA 溶液 添加 在 饲料 里 饲 喂 玉 米 蜡 ,实验 组 玉米 
HE CHT10 基因 的 表达 量 显著 降低 ,而 且 幼 虫 出 现 了 
生长 和 晓 皮 障碍 以 及 致死 的 现象 。 他 们 的 研究 是 首 
次 在 昆虫 体内 针对 发 育 相 关 的 关键 基因 , 以 纳米 粒 
子 作为 载体 取得 较 好 的 RNAI 效果 。Christiaens 等 
(2018) 开 发 了 一 种 包含 县 基 基 团 的 纳米 粒子 ,该 多 
聚 体 粒子 能 够 保护 dsRNA 分 子 在 碱 性 环境 中 不 被 
降解 ,被 纳米 粒子 包 被 的 dsRNA 分 子 能 够 在 pH 11 
的 环境 中 存在 30 h, 而 且 被 细胞 吸收 的 效率 也 有 了 明 
显 增强 。 他 们 针对 甜 业 夜 蛾 几 丁 质 合 成 酶 B 基因 
合成 dsRNA ,经 过 人 饲 喂 实验 , 发现 被 纳米 粒子 包 被 
的 dsRNA 具有 更 好 的 RNAi 效率 ,对 幼虫 的 致死 率 
提高 到 53% 。 他 们 的 结果 证 明了 纳米 粒子 可 以 作 
为 一 种 新 的 运输 方式 ,提高 dsRNA ABRA H EL a 
内 的 稳定 性 ,为 RNAi 在 害虫 防治 领域 的 应 用 提供 
了 一 种 新 的 策略 。 
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4 小 结 与 展望 


RNAi 具有 高 效 、 特 异性 强 等 优点 ,因此 被 广泛 
应 用 于 昆虫 基因 功能 及 害虫 防治 研究 。RNAi 的 应 
用 方式 多 样 , 目 前 通过 注射 \ 饲 咀 和 浸泡 等 方法 在 很 
多 种 昆虫 中 都 取得 了 基因 下 调和 昆虫 致死 的 效果 ， 
为 该 技术 应 用 于 害虫 防治 提供 了 理论 依据 。 当 然 ， 
目前 RNAi 技术 在 害虫 防治 中 的 应 用 也 存在 着 一 些 
问题 ,不 同 靶 标 基因 以 及 不 同 昆 虫 之 间 RNAi 效率 
差异 很 大 ,尤其 值得 关注 的 是 作为 重要 农业 害虫 的 
鳞 翅 目 昆虫 ,多 数 种 类 对 RNAi 不 敏感 。 造 成 这 种 
现象 的 原因 有 多 种 ,已 有 的 研究 表明 , dsRNA 进入 






































昆虫 中 肠 或 血 淋 巴 中 被 降解 是 首要 的 原因 (Song et 
al., 2017; Guan et al., 2018b), LY, Dicer 对 
dsRNA 进行 剪 切 是 整个 RNAi 过 程 的 关键 步骤 ,而 
dsRNA 在 不 同 物 种 昆虫 中 的 剪 切 形 式 也 是 导致 
RNAi 效率 不 同 的 原因 之 一 。 目 前 , 一 些 新 的 
dsRNA 修饰 方式 ,如 脂 质 体 修饰 、 纳 米粒 子 包 埋 等 
可 以 缓解 dsRNA 的 降解 效率 ,进而 提高 RNAI 效率 ， 
从 而 促进 昆虫 RNAi 技术 的 研究 及 其 在 害虫 防治 中 
的 应 用 。 
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